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〔目的〕 
制御性 T 細胞（Treg）は同種異系妊娠(allogeneic pregnancy)の維持に重要な働きを
している。そこで、ヒトの妊娠における Treg の働きをさらに解明するために、流産を
胎児染色体正常流産と胎児染色体異常流産に分けて脱落膜中 Treg の細胞率と局在を検
討した。  
また Foxp3 は Treg の絶対的なマーカーと考えられていたが、近年、免疫抑制能のな
い細胞にも Foxp3 が発現していることが報告された。また、Treg 細胞は胸腺で発生
する Helios+ nTreg と末梢で産生される Helios‐ iTreg に分類されるが、iTreg が胎盤を
有する生物の妊娠維持に必要なことが報告されている。そこで、CD4+ Foxp3+ 細胞の
どのサブセットがヒトの妊娠維持に重要な役割を果たしているのかについても検討し
た。  
〔方法ならびに成績〕 
Ⅰ . 免疫染色による脱落膜中 Treg 細胞率と局在についての検討  
(方法)本研究は富山大学倫理委員会にて承認されており、患者には研究の目的を説明
し文書で同意を得た。正常妊娠（人工妊娠中絶）、流産症例から採取した脱落膜組
織でパラフィン包埋切片を作成し、CK-7、CD3、CD8、Foxp3 の免疫染色を施行した。
CK-7 陽性の絨毛外トロフォブラスト（EVT）がある部位を着床部、EVT がない部位
を非着床部とした。CD4+ T 細胞の数は、CD3+ 細胞カウント数から CD8+ 細胞カウント
数を引いて計算した。流産症例の絨毛から胎児染色体解析（G-band 法）を行った。有
意差検定は Mann-Whitney の U 検定で行った。  
(成績) 
胎児染色体正常流産（n=10）の着床部における Treg 細胞率（Foxp3+/CD3+ CD8‐）は
正常妊娠（n=10）と比較して有意に低下していた（中央値 12.6% vs 17.8%, p=0.03）。
論 文 内 容 の 要 旨
一方、胎児染色体異常流産(n=10)の Treg 細胞率（中央値 19.6%）は、正常妊娠と差を
認めなかった。また、非着床部の Treg 細胞率は 3 群間で有意な差を認めなかった。  
Ⅱ . フローサイトメトリーによる脱落膜中 Foxp3+ 細胞率と Foxp3+ 細胞のサブセットに
ついての検討  
（方法） 末梢血・脱落膜単核球は Ficoll-Hipaque 法にて分離した。研究 1 では CD4、
Foxp3 に対する抗体を、研究 2 では CD4、CD45RA、Foxp3、Helios に対する抗体を用い
て染色後、フローサイトメトリー解析をした。既存の報告から CD4+ Foxp3+ 細胞を、CD4+
CD45RA
+ 
Foxp3
low の naive Treg、CD4+ CD45RA‐Foxp3high の effector Treg、CD4+
CD45RA‐Foxp3
low の Foxp3+ effctor T 細胞（Foxp3+ Teff）に分類した。有意差検定は
Mann-Whitney の U 検定で行った。  
（成績）  
〔研究 1〕  
胎児染色体正常流産（n=10）での Foxp3+ 細胞率（Foxp3+/CD4+）は、正常妊娠(n=15)
と比較し有意に低く（中央値 5.7% vs 12.3%, p=0.007）、一方、胎児染色体異常流産
（n=14）では正常妊娠と有意差を認めなかった。  
検討 1 と〔研究 1〕の結果から、胎児染色体正常流産では、着床近傍の Treg 細胞の集
簇の低下が生じていることが判明した。一方。胎児染色体異常流産では、着床近傍の Treg
細胞には変化を生じていないことが判った。  
〔研究 2〕  
脱落膜中の CD4+ Foxp3+ 細胞における effector Treg細胞率（effector Treg/CD4+ Foxp3+）
は、胎児染色体正常流産（n=8）では、正常妊娠（n=11）より有意に低下していた（中
央値 45.0% vs 57.7%, p=0.0105）。一方、Foxp3+ Teff 細胞率（Foxp3+ Teff/ CD4+ Foxp3+）
は、胎児染色体正常流産では、正常妊娠や胎児染色体異常流産（n=15）より有意に高か
った（それぞれ中央値  47.3% vs 37.8%, p=0.0258、中央値  47.3% vs 35.7%, p=0.0389）。
しかし、末梢血においては、このような変化は認めなかった。一方、effector Treg 細胞
率、Foxp3+ Teff 細胞率とも胎児染色体異常流産例では有意な変化を示さなかった。naive 
Treg 細胞率（naive Treg/ CD4+ Foxp3+）は 3 群間で有意な差を認めなかった。脱落膜中
の Helios+ effector Treg 細胞率は、胎児染色体正常流産では正常妊娠より有意に低下し
ていた（中央値  42.83 vs 52.99 , p=0.0258）。Helios‐effector Treg 細胞率は、3 群間にお
いて差を認めなかった。脱落膜中の Helios+ naive Treg 細胞率・Helios‐naive Treg 細胞
率は、ともに 3 群間において差を認めなかった。末梢血においては、この変化は認めら
れなかった。  
〔総括〕  
胎児染色体正常流産では着床部でのみ Treg の集簇が減少していること、脱落膜では胸
腺由来 Treg で免疫抑制活性が最も強い Heliso+ effector nTreg が減少し、免疫を活性化さ
せる Foxp3+ Teff が増加していることを初めて証明した。これらの結果は、母児免疫境界
における免疫寛容の誘導障害がヒト胎児染色体正常流産の原因の 1 つであることを示し
ている。  
 学 位 論 文 審 査 の 要 旨 
 
【目的】制御性T細胞（Treg）は妊娠の維持に重要な働きをしており、妊娠マウスでは胎児
抗原特異的Tregが着床後に子宮に集簇することが報告されている。そこで、ヒトの妊娠に
おいて、脱落膜中Tregの細胞率と局在を検討した。また、Foxp3はTregの絶対的なマーカー
と考えられていたが、近年免疫抑制能のない細胞にもFoxp3が発現していることが、さらに
Treg細胞は胸腺で発生するHelios+ nTregと末梢で産生されるHelios‐iTregに分類され、 
iTregが胎盤を有する生物の妊娠維持に必要なことが報告されている。そこで、CD4+ Foxp3+ 
細胞のどのサブセットがヒトの妊娠維持に重要な役割を果たしているのかについて、ヒト
流産例を用いて検討した。 
【方法と成績】まず、本研究は富山大学倫理委員会にて承認され、患者には研究の目的を
説明し文書で同意を得て実施された。 
Ⅰ. 脱落膜中Treg細胞率と局在についての検討 
(方法)正常妊娠（人工妊娠中絶）、流産症例から採取した脱落膜組織でパラフィン包埋切片
を作成し、CK-7、CD3、CD8、Foxp3の免疫染色を施行した。CK-7陽性の絨毛外トロフォブラ
スト（EVT）がある部位を着床部、EVTがない部位を非着床部とした。CD4+ T細胞の数は、CD
3+ 細胞カウント数からCD8+ 細胞カウント数を引いて計算した。流産症例の絨毛から胎児染
色体解析（G-band法）を行った。有意差検定はMann-WhitneyのU検定で行った。 
(成績)胎児染色体正常流産（n=10）の着床部におけるTreg細胞率（Foxp3+/CD3+ CD8‐）は正
常妊娠（n=10）と比較して有意に低下していた（中央値12.6% vs 17.8%, p=0.03）。一方、
胎児染色体異常流産(n=10)の値（中央値19.6%）は、正常妊娠と差を認めなかった。また、
非着床部のTreg細胞率は3群間で有意な差を認めなかった。 
Ⅱ.脱落膜中Foxp3+ 細胞のサブセットについての検討 
（方法） 末梢血・脱落膜単核球はFicoll-Hipaque法にて分離し、CD4、CD45RA、Foxp3、 
Heliosに対する抗体を用いて染色後、フローサイトメトリー解析をした。既存の報告から 
CD4+ Foxp3+ 細胞を、CD4+ CD45RA+ Foxp3lowのnaïve Treg、CD4+ CD45RA‐Foxp3highのeffector  
Treg、 CD4+ CD45RA‐Foxp3lowのFoxp3+ effctor T細胞（Foxp3+ Teff）に分類した。 
（成績） 
脱落膜中のCD4+ Foxp3+ 細胞におけるeffector Treg細胞率（effector Treg/CD4+ Foxp3+）は
胎児染色体正常流産（n=8）では、正常妊娠（n=11）より有意に低下していた（中央値45.0
% vs 57.7%, p=0.0105）。一方、Foxp3+ Teff 細胞率（Foxp3+ Teff/ CD4+ Foxp3+）は、胎児
染色体正常流産では、正常妊娠や胎児染色体異常流産（n=15）より有意に高かった（それ
ぞれ中央値 47.3% vs 37.8%, p=0.0258、中央値 47.3% vs 35.7%, p=0.0389）。しかし、末
梢血においては、このような変化は認めなかった。一方、effector Treg細胞率、Foxp3+  
Teff 細胞率とも胎児染色体異常流産例では正常妊娠と有意差を認めなかった。さらに、 
 naïve Treg細胞率（naïve Treg/ CD4+ Foxp3+）は、3群間で有意な差を認めなかった。また
、脱落膜中のHelios+ effector Treg細胞率は、胎児染色体正常流産では正常妊娠より有意
に低下していたが（中央値 42.83 vs 52.99 , p=0.0258）、Helios‐effector Treg細胞率、
Helios+ naive Treg細胞率、そしてHelios‐naive Treg細胞率は3群間で有意差を認めな
かった。末梢血においては、これら変化は認められなかった。 
 
【総括】 
本研究は、ヒトの流産例を用いて妊娠維持における Foxp3陽性制御性T細胞（Treg）の役
割について検討したものである。正常妊娠（人工妊娠中絶）、胎児染色体正常流産、胎児染
色体異常流産における子宮着床部脱落膜内のTregの集簇は、胎児染色体正常流産でのみ減
少していることより、染色体異常など胎児因子の関与が少ない自然流産の原因のひとつと
して、局所におけるTreg集簇の減少が関与していることを明らかにした。さらに、Foxp3陽
性細胞の中でも、胸腺由来で最も免疫抑制活性が強いHelios+ effector Tregが減少してい
る反面、 Foxp3が陽性であるにもかかわらず免疫を活性化させるFoxp3+ Teffが増加してい
ることを初めて証明した。これらの結果より、母児免疫境界における免疫寛容の誘導障害
がヒト胎児染色体正常流産の原因の1つであることを示した点において新規性があり、さら
にFoxp3陽性細胞のサブグループを細かく解析してそれぞれの役割を示した点で医学にお
ける学術性が高く、不育症の原因の一端を解明することで今後の不育治療への新たな方向
性が示されたことで臨床的発展性も期待できる。以上より、本審査会は本論文を博士（医
学）の学位に十分値するものと判断した。 
